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Нейропротекторные свойства in vitro новых глипролинов, 
замещённых по N-концу
Николаев С. В., Логвинов И. О., Колясникова К. Н., 
Кузнецова Е. А., Антипов П. И., Антипова Т. А.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва
Аннотация. В работе была исследована нейропротекторная активность аналогов замещённого глипролина ГЗК-111 по N-концу in vitro. Окисли-
тельный стресс, вызванный Н2О2 (1,5 мM) приводил к достоверному снижению жизнеспособности гиппокампальных клеток линии НТ-22. Этиловый 
эфир N-фенилпропионил-глицил-L-пролина (ГЗК-45) защищал клетки от гибели при внесении как за 24 часа до, так и сразу после повреждения в 
концентрации 10–5–10–6М. Соединения с ацетильным (ГЗК-49) и капроноильным (ГЗК-46) остатками по N-концу не обладали защитным действием 
ни в одной из схем эксперимента. ГЗК-45 также был эффективен на модели индуцированного 6-гидроксидофамином повреждения клеток нейро-
бластомы человека линии SH-SY5Y.
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The in vitro neuroprotective activity of analogues of N-terminus substituted glyprolines
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Abstract. In this work investigated the neuroprotective activity of analogues of substituted glyproline GZK-111 at the N-terminus in vitro. Oxidative 
stress caused by H2O2 (1.5 mM) led to significant decrease in the hippocampal cells HT-22 viability. The ethyl ester N-phenypropionyl-glycyl-proline 
(GZK-45) was effective at the concentrations up to 10–6M in both experimental schemes. The compounds with N-acethyl (GZK-49) and N-capronoyl (GZK-46) 
fragments did not protective effect in both experimental schemes. GZK-45 also had protective effect in the 6-hydroxydopamine induced damage of SH-SY5Y 
neuroblastoma cells.
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Введение
В 1996 г. в НИИ фармакологии имени В.В. Закусова 
был открыт эндогенный пептид циклопролилглицин 
(ЦПГ) [1], у которого были выявлены ноотропные [2], 
анксиолитические [3], антигипоксические [4] и нейро-
протекторные свойства [5]. Было показано, что ЦПГ по 
структуре и фармакологической активности подобен 
пирацетаму [2–5]. Недавно было обнаружено, что ЦПГ 
аналогично пирацетаму оказывает положительное моду-
лирующее действие на глутаматные AMPA-рецепторы [6] 
и усиливает синтез нейротрофина BDNF [7].
Нами был сконструирован линейный замещённый 
глипролин ГЗК-111, этиловый эфир N-фенилацетил-
глицил-L-пролина, химическая структура которого 
предполагает возможность превращения его в ЦПГ в 
биологических средах. Действительно, ГЗК-111 in vitro в 
плазме крови крысы превращается в ЦПГ и проявляет 
весь спектр фармакологической активности, характерный 
для последнего [8, 9]. Ранее нами с целью изучения связи 
структуры и активности был синтезирован ряд аналогов 
ГЗК-111 с замещением по С-концу (амид, метиламид, 
кислота) и показано, что нейропсихотропное действие 
проявляет только амид (соединение ГЗК-113), что, ве-
роятно, связано с предполагаемой способностью этого 
соединения, как и ГЗК-111 (эфир), метаболизироваться 
с образованием ЦПГ [9]
Для дальнейшего выявления зависимости «струк-
тура–действие» в ряду аналогов ГЗК-111 в настоящей 
работе синтезирован ряд N-замещённых глипролинов 
и изучена их нейропротекторная активность in vitro на 




В работе использовали коммерческие аминокислоты 
и их производные (Sigma, Reanal). Используемые раство-
рители очищали и сушили стандартными методами. Тем-
пературу плавления определяли в открытых капиллярах 
на приборе Optimelt MPA100 (Stanford Research Systems, 
США) и не корректировали. ПМР-спектры регистрирова-
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ли в растворах диметилсульфоксида-d6 (ДМСО-d6) или 
CDCl3 в шкале δ, м.д. (J, Гц) на спектрометре Fourier 
300 (Bruker, Германия) с рабочей частотой 300 МГц. В 
качестве внутреннего стандарта использовали тетра-
метилсилан. Удельное оптическое вращение измеряли 
на поляриметре ADP 440 Polarimeter (Bellingham + 
Stanley Ltd., Англия). ТСХ проводили на пластинках 
Kieselgel 60 G/F254 (Merck, Германия) в системах 
диоксан — вода 9:1 (А), хлороформ — метанол 9:1 (Б) 
и бензол — уксусная кислота — вода 3:1:1 (В). Со-
единения с амидными группами обнаруживали в 
парах йода, соединения с открытой карбоксильной 
группой — бромкрезоловым зелёным, содержащие 
ароматические группы — в УФ-лучах. Элементный 
анализ проводили на приборе для определения угле-
рода и водорода с четырьмя электрическими печами 
(600–900 °С, тип МА-Г/6Р, завод ЛЭТО, Россия) в 
токе кислорода и на аппарате для определения азота 
с тремя такими же электрическими печами в токе 
углекислого газа. Данные элементного анализа соеди-
нений относительно процентного содержания С, Н и 
N отклоняются от теоретических не более чем на 0,4 %.
Этиловый эфир N-фенилпропионил-глицил-L-
пролина (C6H5–(CH2)2–C(O)–Gly–L–Pro–OC2H5, 
ГЗК-45). Получали аналогично [8]. Т.пл. 111–112 °С; [α]23 
D –83° (с 1, этанол); Rf 0,8 (В). 
Этиловый эфир N-капроил-глицил-L-пролина 
(CH3–(CH2)4–C(O)–Gly–L–Pro–OC2H5, ГЗК-46). К 
охлаждённому до –10 °С раствору 3,5 г (20 ммоль) 
N-капроилглицина в 20 мл ДМФА при интенсивном 
перемешивании одновременно прибавляли 2,63 мл (20 
ммоль) изобутилхлорформиата и 2,56 мл (20 ммоль) 
N-этилморфолина. После 2–3 мин перемешивания 
прикапывали раствор 3,95 г (22 ммоль) гидрохло-
рида этилового эфира пролина и 2,8 мл (22 ммоль) 
N-этилморфолина в 20 мл ДМФА. Реакционную смесь 
перемешивали ещё 30 мин при –10 °С и 1 ч при ком-
натной температуре. Осадок отфильтровывали, филь-
трат упаривали в вакууме, остаток растворяли в CHCl3. 
Раствор последовательно промывали 3 % NaHCO3, 
водой, 1М раствором HCl и вновь водой, высушивали 
безводным сульфатом натрия и упаривали. Полученное 
масло перекристаллизовывали из этилацетата и гексана 
и получали 4,1 г (68 %) этилового эфира N-капроил-
глицил-L-пролина в виде кристаллического продукта. 
Т.пл. 53–54 °С; [α]23D –96,68° (с 1, метанол); Rf 0,75 
(хлороформ:метанол (9:1)). ПМР-спектр (ДМСО-d6) 
δ, м.д.: 0,85 (т, J 6,7 Гц, 3H, CH3(CH2)4), 1,17–1,24 (м, 
7Н, СН3СН2О, CH3–CH2–CH2CH2–CH2), 1,48 (м, 2Н, 
CH3–CH2–CH2–CH2–CH2), 1,6–1,97 (м, 3Н, С
βН1 Pro, 
СγН2 Pro), 2,0–2,29 (м, 3Н, СβН1 Pro, CH3–(CH2)3–
CH2), 3,51 (м, 2Н, С
δН2 Pro), 3,72–4,2 (м, 4Н, СαН2 
Gly, СН3СН2О), 4,25 (д.д., 1Н, С
αН Pro, мажорный 
конформер), 4,68 (д.д., 1Н, СαН Pro, минорный кон-
формер), 7,92 (уш.с., 1Н, NH Gly). Элементный ана-
лиз: вычислено, %: C 60,37; H 8,78; N 9,39; найдено, 
%: С 60,89; H 8,62 C15H26N2O4.
Этиловый эфир N-ацетил-глицил-L-пролина (CH3–
C(O)–Gly–L–Pro–OC2H5, ГЗК-49). 
К охлаждённому до –10 °С раствору 2,35 г 
(20 ммоль) N-ацетилглицина в 30 мл ДМФА при 
интенсивном перемешивании одновременно при-
бавляли 2,6 мл (20 ммоль) изобутилхлорформиата 
и 2,6 мл (20 ммоль) N-этилморфолина. После 2–3 
мин перемешивания прикапывали раствор 4 г (22 
ммоль) гидрохлорида этилового эфира пролина и 
2,8 мл (22 ммоль) N-этилморфолина в 20 мл ДМФА. 
Реакционную смесь перемешивали еще 30 мин при 
–10 °С и 1 ч при комнатной температуре. Осадок 
отфильтровывали, фильтрат упаривали в вакууме, 
остаток растворяли в CHCl3. Раствор последовательно 
промывали 3 % NaHCO3, водой, 1М раствором HCl 
и вновь водой, высушивали безводным сульфатом 
натрия и упаривали. Получали 1,9 г (81 %) этилового 
эфира N-ацетил-глицил-L-пролина в виде кристалли-
ческого продукта. Т.пл. 48–50 °С; Rf 0,82 (хлороформ : 
метанол (9:1)). ПМР-спектр (CDCl
3
) δ, м.д.: 1,27 (м, 
3Н, СН3СН2О), 2,02–2,21 ((м, 7Н, С
βН2 Pro, С
γН2 
Pro, СН3 (Ac)), 3,49–3,59 (м, 2Н, СδН2 Pro), 4,02–4,2 
(м, 4Н, СδН2 Gly, СН3СН2О), 4,47 (д.д., 1Н, СαН Pro, 
мажорный конформер), 4,51 (д.д., 1Н, СαН Pro, ми-
норный конформер), 6,56 (уш.с., 1Н, NH Gly) [10].
Эксперименты in vitro
Исследование проводили с использованием клеток 
линии HT-22 (иммортализованные клетки гиппокампа 
мыши) и линии SH-SY5Y (клетки нейробластомы че-
ловека). Для эксперимента клетки рассеивали на 96-лу-
ночные культуральные планшеты, обработанные поли-
D-лизином (Corning, США; 5 мкг/см2) с плотностью 
20 тыс./см2 и инкубировали в среде DMEM (HyClone, 
Финляндия), содержащей 2 мМ L-глутамина (MP 
Bioscience, Китай) и 5 % (для клеток линии HT-22) 
или 10 % (для клеток линии SH-SY5Y) эмбриональной 
телячьей сыворотки (Gibco, США) при температуре 
37 °C в атмосфере, содержащей 5 % CO2 до образо-
вания монослоя.
Окислительный стресс моделировали путём вне-
сения перекиси водорода в конечной концентрации 
1,5 мM) [11]. Спустя 30 мин среду заменяли на обыч-
ную. Через 4 ч выполняли измерение жизнеспособ-
ности клеток.
Для индукции гибели клеток 6-гидроксидофами-
ном его вносили в культуральную среду в конечной 
концентрации 100 мкМ [12]. Спустя 24 ч среду за-
меняли на обычную. Измерение жизнеспособности 
клеток выполняли спустя сутки (рис. 1А).
Жизнеспособность клеток измеряли с использова-
нием MTT-теста с добавлением 0,5 % раствора бромида 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолия 
(MTT). Для растворения образующихся кристаллов 
формазана использовали ДМСО. Оптическую плот-
ность измеряли на спектрофотометре Multiscan EX 
при длине волны 600 нм [13] (рис. 1Б).
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Исследуемые соединения (ГЗК-45, ГЗК-46 и ГЗК-49) 
растворяли в деионизированной воде и вносили за 24 ч 
до перекиси водорода или 6-OHDA либо сразу после 
смены среды в конечных концентрациях 10–5–10–8М.
Статистическую обработку данных проводили 
с использованием критерия Краскела—Уоллиса с 
последующим тестом по Данну (ANOVA). Данные 
считались достоверными при p ≤ 0,05 и представлены 
в виде m ± s.d. 
Результаты и обсуждение
Для изучения влияния природы N-ацильного заме-
стителя ГЗК-111 на его биологическую активность нами 
были сконструированы и синтезированы его аналоги: 
этиловый эфир N-фенилпропионил-глицил-L-пролина 
(ГЗК-45), гомолог с удлинённым фенилалканоильным 
радикалом; этиловый эфир N-капроил-глицил-L-
пролина (ГЗК-46), аналог с алифатическим ацильным 
фрагментом, в котором сохранено число сигма-свя-
зей, и эфир N-ацетил-глицил-L-пролина (ГЗК-49) 
с удалением из фенилацильного фрагмента фенила. 
Структурные аналоги ГЗК-111 представлены на рис. 2.
Этиловые эфиры N-ацилглицилпролинов (ГЗК-45, 
ГЗК-46, ГЗК-49) получали (рис. 3) методом смешанных 
ангидридов с использованием изобутилхлорформиата 
в условиях Андерсона [14]. В качестве карбоксильной 
Рис. 1. Схемы экспериментов по установлению нейропротекторного действия замещён-
ных глипролинов на моделях окислительного стресса, индуцированного перекисью водо-
рода (А) и 6-гидроксидофамином (Б)
Рис. 2. ГЗК-111 и его аналоги
Рис. 3. Схема синтеза замещённых глипролинов
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компоненты для получения ГЗК-45 и ГЗК-46 исполь-
зовали N-фенилалканоилглицин, синтезированный 
из глицина и хлорангидрида соответствующей фени-
лалкановой кислоты по Шоттен–Бауману [15], для 
получения ГЗК-49 — коммерческий ацетилглицин 
(Reanal). В качестве аминокомпоненты использовали 
этиловый эфир пролина, полученный этерификацией 
пролина абсолютным этанолом в присутствии хлори-
стого тионила по методу Бреннера [16].
При внесении в культуру клеток HT-22 пере-
кись водорода в концентрации 1,5 мM вызывает 
быструю гибель клеток из-за активации свобод-
норадикальных процессов [17]. Окислительный 
стресс, вызванный Н2О2, приводил к достоверно-
Таблица 1
Нейропротекторная активность замещённых глипролинов в модели окислительного стресса на культуре нейронов НТ-22
Группа, n = 16 Концентрация, М
Внесение за 24 ч до Н2О2 (n = 16) Внесение после Н2О2 (n = 16)
Данные МТТ-








Контроль 0 100 ± 7 100 100 ± 6 100
H2O2 1,5∙10–6 65 ± 4 0 67 ± 2 0
ГЗК-45
10–5 76 ± 4* 31* 74 ± 4* 21*
10–6 78 ± 5* 37* 78 ± 3* 33*
10–7 69 ± 5 11 75 ± 4* 24*
10–8 66 ± 4 3 73 ± 3* 18*
Контроль 0 100 ± 6 100 100 ± 3 100
H2O2 1,5∙10–6 66 ± 3 0 70 ± 7 0
ГЗК-46
10–5 70 ± 4 12 72 ± 3 7
10–6 66 ± 3 0 73 ± 3 10
10–7 63 ± 1 –9 73 ± 6 10
10–8 65 ± 3 –3 66 ± 2 –13
Контроль 0 100 ± 10 100 100 ± 4 100
H2O2 1,5∙10–6 54 ± 4 0 70 ± 3 0
ГЗК-49
10–5М 60 ± 2 –8 72 ± 2 10
10–6М 63 ± 3 0 73 ± 4 13
10–7М 60 ± 3 –8 73 ± 2 –7
10–8М 62 ± 3 –3 66 ± 1 –13
Примечания: * – p ≤ 0,05 – от H2O2 (критерий Краскела–Уоллиса с последующим тестом по Данну. Нейропротекторную активность пепти-













 где: D — оптическая плотность раствора.
Рис. 4. Нейропротекторное действие ГЗК-45 на модели повреждения клеток нейробластомы линии SH-SY5Y, ин-
дуцированного 6-гидроксидофамином. Внесение за 24 ч до 6-6-OHDA (А) и сразу после смены среды (Б). Данные 
МТТ-теста.
Примечания: * — p ≤ 0,05 — от Контроля; ^ — p ≤ 0,05 от H2O2 (критерий Краскела–Уоллиса с последующим тестом по Данну.
А Б
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му снижению жизнеспособности гиппокампальных 
клеток линии НТ-22. ГЗК-45 защищал клетки от 
повреждения Н2О2 в концентрациях 10
–5–10–8 М 
как при внесении за 24 ч до перекиси водорода, так и 
при внесении соединения после неё. ГЗК-46 и ГЗК-49 
не оказывали защитного действия в обеих схемах 
внесения (табл. 1).
Далее изучалась способность ГЗК-45 защищать 
клетки нейробластомы человека SH-SY5Y на клеточ-
ной модели болезни Паркинсона с использованием 
6-гидроксидофамина в концентрации 100мМ [12]. 
6-гидроксидофамин достоверно снижал жизнеспособ-
ность клеток, ГЗК-45 оказывал достоверное защитное 
действие как при внесении за 24 ч до 6-гидрокси-
дофамина в концентрации 10–5–10–6М, так и после 
повреждения в концентрации 10–5М (рис. 4).
Ранее было показано, что ГЗК-111 может мета-
болизироваться до ЦПГ. Можно предположить, что 
ГЗК-45 имеет такую же возможность, так как его 
фенилпропаноильный заместитель гомологичен 
фенилацетильному, в то время как соединения с 
алканоильными радикалами ГЗК-46 и ГЗК-49, по-
видимому, не способны метаболизироваться до ЦПГ 
(рис. 5).
Таким образом, активность проявляют только 
соединения, потенциально способные метаболизи-
роваться до ЦПГ.
Выводы
1. Сравнительная оценка показала, что из трёх 
исследуемых соединений только одно – ГЗК-45 об-
ладает нейропротекторным действием, у ГЗК-46 и 
ГЗК-49 оно отсутствует. 
2. Активность проявляют только соединения, по-
тенциально способные метаболизироваться до ЦПГ.
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